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(57) Abstract: The invention concerns immunoglobulins characterized in that they consist in immunoglobulins of IgG 2 classes 
and corresponding sub-classes, specific of secretion-excretion antigens of the prosmatigote and asmatigote forms of Leishmania sp, 
capable of lyzing Leishmania sp amastigotes and promastigotes in vitro, and neutralizing their proliferation. 

(57) Abrege : Immunoglobulines caract^risees en ce qu'elles sont des immunoglobulines de classes IgG 2 et des sous-classes corres- 
pondantes, specifiques des antigenes d*excnftion s^cr6tion de promastigotes ou d'amastigotes de Leishmania sp f capables de lyser 
les amastigotes et promastigotes de Leishmania sp in vitro et neutraliser leur proliferation. 
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Anticorps d'isotypes particuliers anti antigenes d'Excretion Secretion de 
promastigotes ou d'amastigotes de Leishmania sp utilises comme marqueurs de la 
protection, de la resistance et de la gu6rison des mammiferes aux leishmanioses et 
aux infections a micro-organismes pathogenes intracellulaires, et comme effecteurs 
5 d'immunotherapie. 

La pr6sente invention concerne la detection et 1'utilisation d'anticorps 
d'isotype lgG 2 specifiques d'antigenes d'excretion secr&ion de Leishmania 
permettant : 

l0 - la mise en evidence d'une immunite a mediation cellulaire dependant de 

lymphocytes T de type Th1 , 

le suivi de la reponse immune apres vaccination ou traitement, 
- revaluation de I'efficacite d'un traitement chimiotherapeutique et/ou 
immunotherapeutique, chez les mammiferes et en particulier chez I'homme, les 
15 canides, les felides et les equides, 

revaluation d'un 6tat de resistance a la leishmaniose, 
retablissement d'une immunotherapie. 



La presente invention concerne egalement : 

la mise en evidence d'une r6ponse humorale specifique representee par 
des IgG dMsotype lgG 2 chez le chien et/ou d'autres isotypes chez d'autres 
mammiferes, r6ponse humorale reliee ^ une reponse a mediation cellulaire 
dependant de lymphocytes T de type Th1 , 

la detection de ces IgG specifiques du parasite Leishmania sp en 
utilisant des antigenes d'Excretion Secretion (ES) parfaitement definis et 

le role neutralisant de ces IgG caracterise par Inhibition de la 
proliferation des formes amastigotes ou promastigotes de Leishmania. 

Le complexe vaccinal therapeutique constitue d'ES produits dans un milieu 
axenique et aserique defini tel que decrit dans la demande de Brevet d' Invention 
frangaise N°01/07606 du 11 Juin 2001 induit une immunostimulation du systeme 
lymphocytaire de type Th1 assurant la mise en place d'une immunite protectrice. 
Cette immunite a mediation cellulaire qui se caracterise par une activation des 
lymphocytes et des macrophages et par la synthase de cytokines specifiques de la 
voie Th1, est reliee a une immunite humorale caract§risee par la production d'lgG 
specifiques neutralisant tfisotypes particuliers. 
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On peut diviser de maniere tr6s sch§matique les reponses immunitaires en 
deux grandes categories qualitativement distinctes, les reponses humorales qui 
mettent en jeu la production d'anticorps par les lymphocytes B, et les reponses 
5 cellulaires (reaction d'hypersensibilite retard§e, reactions cytotoxiques) pour 
lesquelles les cellules effectrices sont des lymphocytes T. II apparait que dans la 
majorite des modeles experimentaux et des situations cliniques etudiees, les 
cytokines d'origine lymphocytaire sont essentiellement produites par les cellules T 
auxiliaires CD4+ (ou helper) dont le role est de moduler ou de reguler I'immunite 

10 humorale et cellulaire et qui reconnaissent I'antigene en association avec les 
molecules de classe II du complexe majeur d'histocompatibilite. Un concept majeur 
a emerg6 en 1985 lorsque T.Mosmann et R. Coffman ont propos6 que les cellules 
lymphocytaires T CD4+ exprimant des fonctions auxiliaires etaient en fait 
heterog^nes. Ainsi, gr&ce a Petude de clones lymphocytaires T CD4+ de souris, 

15 cultives a long terme, ces auteurs ont decrit I'existence de deux sous-populations 
majeures que Ton peut distinguer grace a leur profil de secretion de cytokines a 
savoir les cellules Th1 (pour T helper de type 1) et les cellules Th2 (pour T helper de 
type 2). 

20 Prenons comme exemple la leishmaniose, qui est une infection parasitaire 

endemique voire epidemique de regions tropicales et subtropicales du monde. Les 
leishmania, protozoaires flagelles de la famille des trypanosomatidae et du genre 
Leishmania, sont les agents pathogenes responsables de ces maladies. 

25 Les nombreuses etudes portant sur les reponses immunitaires au cours des 

leishmanioses murines experimentales ont conduit a la demonstration du role 
preponderant de Timmunite a mediation cellulaire et de Texistence d'une dualite de 
la reponse immunologique. II existe fondamentalement deux types de reponses a 
rencontre des leishmanies : Tune qualifiee de « sensibilite », Tautre de 

30 « resistance ». C'est par le biais des lymphokines qu f elles secr§tent que les 
differentes sous-populations de lymphocytes T (CD4+) limitent ou exacerbent 
Tinfection. II a ainsi ete demontre que la sous-population de lymphocytes T 
auxiliaires de type Th1 (producteur dlnterferon gamma et d'interleukine 2) etait 
capable d'eliminer les formes amastigotes intracellulaires par le biais de Tactivation 

35 des macrophages (Reiner S.L et al., Annu Rev Immunol, 1995, 13, 151-177. 
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Review). Inversement, la sous-population de lymphocytes T auxiliaires de type Th2 
(producteur d'interleukine 4) est responsable de I'exacerbation de la maladie. 

Chez I'homme, certains faits sont de nature comparable. Chez le chien (hote 
5 naturel « reservoir » receptif au cycle evolutif de Unfantum), la dualite de la 
reponse immunologique existe vraisemblablement. Seule une §tude men§e par 
Pinelli et aL (Infect. Immun., 62 :229, 1994) sur des animaux experimentalement et 
naturellement infectes par Unfantum, a permis de montrer que I'asymptomatisme 
du chien (etat clinique frequemment rencontre) s'accompagnait de I'absence d'une 
10 reponse humorale et du developpement d'une immunite a mediation cellulaire de 
type Th1 avec une reaction d'hypersensibite de type retard6e positive et des taux 
eleves d'interleukine 2 et de TNF-cc circulant dans les liquides biologiques. 

La polarisation des reponses immunitaires vers un phenotype Th1 ou Th2 a 
15 ete associee a de nombreuses situations pathologiques. 

Pour les infections a Leishmania, Trypanozoma, Candida et autres 
organismes intracellulaires comme Mycobacterium et Listeria une reponse Th1 
correle avec la resistance au pathogene. 

20 

La presente invention consiste notamment a detecter des anticorps dont la 
production accompagne la polarisation d'une immunite a mediation cellulaire vers 
une voie de type Th1 . 

25 Selon les specialistes comme Pinelli (Pinelli.E et al. Infect Immun, 1994, 

62:229-235) les chiens leishmaniens correspondant a Tactivation du systeme 
lymphocytaire de type Th2 presentent une reponse anticorps elevee. Cette 
production accrue en anticorps correspond a une hyperproteinemie et induit 
Tapparition dlmmunocomplexes entraTnant une atteinte renale (augmentation de la 

30 creatine et de I'uree sanguine). II a d'autre part ete demontre (RIERA.C et al, vet 
parasitology, 1999, 84, 1-2 , p33-47) que ce taux d'lgG totales diminuait chez des 
chiens experimentalement infectes apres traitement au glucantime, ce traitement 
n'induisant cependant qu*une recession temporaire des symptdmes, les rechutes 
restant possibles et non previsibles. 
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Neanmoins, certains travaux pr6liminaires chez I'homme (KAWANO. P et al, 
Parasite Immunol, 1995, 17, 451-458) et chez le chien (NIETO C.G et al, Vet * 
Immunol and Immunopathology, 1999, 67, 117-130) annoncent que les isotypes 
d'lgG seraient des marqueurs de la dichotomie immunitaire Th1/Th2. D'ailleurs, 

5 certains auteurs (DEPLAZES. P et al, Parasite Immunology, 1995, 17, p451-458 / 
RIERA. C et al, vet parasitology, 1999, 84, 1^2, p33-47) ont 6tudie plus pr6cisement 
Pimportance du rapport isotypes IgG^lgGa chez le chien leishmanien avant et apres 
traitement. Ces IgGi/lgGa etaient specifiques d'un antigdne somatique total de 
promastigote, le taux d'lgG 2 restait constant avant et apres traitement, par contre 

10 une baisse importante des IgGi etait note apres traitement. 

Toutefois, la specificite de ces isotypes a un antigene ou a un epitope 
parfaitement determine n'a jamais ete etablie ainsi que le role de ces isotypes. 

15 Les chiens ayant re?u le complexe vaccinal therapeutique decrit dans la 

demande de brevet d'invention frangaise N° 01/07606 precitee et ainsi proteges, 
presentent des taux significatifs d'lgG 2 specifiques des proteines excretees 
secretees, ce qui est conforme a Texpansion preferentielle de lymphocytes T de 
type Th1. A contrario, les chiens ayant regu un placebo ainsi que les chiens 

20 leihmaniens ne presentent pas ces lgG 2 specifiques. 

Les antigenes d'excr6tion secretion du protozaire Toxoplasma gondii (brevet 
EP 0 301 961 A) ont ete etudies comme vaccins et produits therapeutiques, mais 
ces antigenes n'ont jamais ete correles a des IgG dlsotype particulier ayant un role 
25 bien defini. D'autre part des auteurs (CIBRELUS.P et al, Parasite, 1999, 6 n°2 . 
p121-129) ont demontr6 que les chiens naturellement infectes presentment des IgG 
totales envers les antigenes d'excretion secretion de Leishmania infantum mais la 
aussi aucune correlation n'a ete etablie avec des immuglobulines d'isotype 
particulier a role bien defini. 

30 

La presente invention a egalement pour but de demontrer que les 
immunoglobulines de classes lgG 2 et des sous-classes correspondantes, relies au 
systeme Th1 sont specifiques d'un antigene parfaitement defini : les antigenes 
d'excretion secretion de Leishmania (ES) et ont une activite neutralisante envers la 
35 proliferation des amastigotes et promastigotes de Leishmania sp. 
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Ces lgG 2 specifiques induites chez les chiens immunises avec des antigenes 
d'excretion secretion n'existent pas chez les mammiferes naturellement infectes. 
Ellest sont done differentes de celles citees dans les documents "Riera" et 
"Deplazes" susmentionnes qui decrivent des IgG de chiens naturellement 
5 leishmaniens. 

Ces lgG 2 sont plus precisement sp§cifiques d'une proteine majeure excretee 
secretee par les 2 stades de Leishmania sp de la famille des PSA « Protein Surface 
Antigen » correspondant a un intervalle de masse moleculaire de 52 a 58 Kda. Get 

10 immunogene majeur presente un Epitope « immunologiquement silencieux » lors 
d'une infection par des leishmanies chez I'homme ou le chien. Cet epitope situe 
dans la region carboxyterminale conserve est reconnu par les IgG de chien. Des 
auteurs (KEMP. M et al, FEMS Immunol and med microbiology, Netherlands, 1998, 
20 n°3 . p209-218) ont demontre ('existence d'une glycoproteine de surface PSA-2 

15 chez Leishmania major responsable de leishmaniose cutan^e chez Phomme et la 
souris. Cette glycoproteine qui correspond a un antigene de surface constitutif de la 
forme promastigote du parasite et non d'antigenes d'excretion secretion, induit un 
etat immunitaire de type Th1 chez la souris. D'autres equipes (JIMENEZ-RUIZ.A et 
al, Europ J of Biochemistry / FEBS Germany, 1998, 251 n°1-2, p389-397) demontre 

20 qu'une PSA de promastigote de Leishmania infantum est un immunogdne majeur 
des cellules B chez les chiens naturellement infectes. Dans les 2 cas, la specificite 
d , lgG 2 ayant une activite neutralisante n'a pas et6 mise en evidence. De plus, la 
reponse anticorps lors d'une infection naturelle selon JIMENEZ-RUIZ.A et al est 
essentiellement dirigee contre les motifs repetes riches en Leucine, et non contre la 

25 partie carboxyterminale, de Pantigene majeur de surface de Leishmania infantum (et 
done non d ! un antigene d'excretion secretion). 

L'antigene majeur des produits d'excretion secretion a ete caracterise par 
('elaboration d'anticorps monoclonaux (AMC), et appartient a la famille des PSA et 
30 correspond a Tintervalle de masse moleculaire de 52 a 58 Kda. Deux banques 
d'expression d'ADNc des formes promastigotes et des formes amastigotes de 
Leishmania ont ete criblees immunologiquement a I'aide de I'AMC F5 afin 
d'identifier les immunogenes majeurs des AES. Ceci a permis d'isoler PADNc d'un 
clone donne qui code une proteine excretee secretee de la famille des PSA. 



35 
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Ces proteines PSA presentent des domaines reputes riches en leucine 
caracteristiques. 

L'analyse des sequences ADN C revele une sequence peptidique 
5 correspondant exactement a Textremite COOH-terminale des PSA isolees (voir 
figure 1 : representation schematique de Textremite COOH terminate des PSA 
reconnue par Tanticorps monoclonal F5). 

Au moyen d'une proline recombinante codant pour la partie 
10 carboxyterminale des PSA, il a et6 demontre que les patients ou les chiens atteints 
de leishmaniose sont incapables de produire des anticorps contre le ou les epitopes 
portes par la proteine recombinante (voir figure 2 : Analyse de la reponse humorale 
de patients et de chiens naturellement infectes vis £ vis de la proteine recombinante 
6(His)-COOH-PSA), alors qu'ils produisent des anticorps contre les antigenes ES 
15 natifs, done contre d'autres Epitopes presents sur les PSA natives. Par contre les 
chiens immunises avec les AES de promastigotes de Leishmania infantum, et 
protege contre la leishmaniose visc6rale, presentent des anticorps d'isotype lgG2 
sp6cifiques de la partie carboxyterminale (voir figure 3 : Analyse de la reponse 
humorale de chiens immunises par des AES de promastigotes de Leishmania 
20 infantum vis a vis de la proteine recombinante 6(His)-COOH-PSA) 

La presente invention a egalement pour but de demontrer qu'apres 
chimiotherapie ou immunotherapie, les lgG2 de chien specifiques des antigenes ES 
de Leishmania et notamment de la partie carboxyterminale de la PSA apparaissent 
25 avec Tamelioration significative de I'etat general de chiens atteints de Leishmaniose. 

Comme toutes les maladies a transmission vectorielle, les leishmanioses se 
caracterisent par un cycle evolutif qui est relativement simple puisqu'il se partage 
entre deux hotes, mammiferes et insectes (phlebotomes) et comprend deux formes 
30 principales : 

une forme flagellee appelee promastigote, presente dans le tube digestif 
du vecteur phlebotome ou il se multiplie avant d'acqu^rir sa forme infectante pour 
I'hdte mammifere, encore appel6e metacyclique ; 
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une forme non flagellee appelee amastigote, presente chez I'hote 
mammifere dont le chien et I'homme. 

Afin d'etudier la synthese specifique d'anticorps IgG2 chez le chien, 2 types 
d' experiences sont effectu6s apr6s immunisation par le complexe vaccinal 
therapeutique constitug d'ES : rQle de l'effet « in vitro » d'immTHiserum de chiens 
sur les cinetiques de multiplication des differents stades du parasite Leishmania 
infantum ; dosage des lgG 2 specifiques anti antigenes d'excretion secretion de 
Leishmania. 

Pour nos experiences, nous avons utilise le complexe vaccinal compose 
d'antigenes d'excretion secretion de promastigotes demontre dans la demande de 
brevet frangaise N° 01/07606 susmentionnee. 



Les chiens sont immunises selon le schema suivant 



4 semaines 4 semaines 

1 6re injection > 2 nde injection > pr6l6vement sanguin pour 6tude des 

20 sous cutan6e sous cutan6e immuns6rums et des anticorps. 

Un autre type d'experience est effectue : dosage des lgG2 specifiques anti 
antigenes ES de Leishmania chez des chiens leishmaniens traites par 
chimiotherapie. Pour cette experience, nous avons utilise, comme antigene, la 
25 proteine recombinante codant pour la partie carboxyterminale des PSA. 

Les methodes utilisees sont les suivantes : 

a. Materiel oarasitaire : 

30 

La culture de promastigotes de leishmania infantum MON.1 est recoltee en 
phase stationnaire de croissance. Les parasites sont laves 3 fois dans 15 ml de 
PBS sterile (centrifugation a 4°C a 5000 tours pendant 10 min) puis repris dans 1 ml 
de PBS. 

35 La differentiation promastigote/amastigote et done la multiplication des 

amastigotes necessitent 0,5. 10 6 parasites par ml de milieux de culture MAA20 pH 
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5,8 en botte de culture incubee a 37°C et sous 5% de C02 (conditions 
representatives de I'environnement phagolysosomial) ; la proliferation des 
promastigotes necessite 10 6 parasites par ml de milieux de culture RPMI 20% pH 
7,2 en boite de culture incubee a 25°C (conditions representatives du phlebotome). 
5 Un test de viabilite au bleu Trypan® a 0,4% en PBS ainsi qu'un comptage en 

cellule de Thomas doit etre fait afin de resuspendre les parasites en PBS sterile tels 
qu'ils soient a 10 6 /ml. 

b. Preparation des serums : 

10 

Un aliquot de chaque s£rum est decompiemente par passage au bain-marie 
pendant 45 min a 56°C puis centrifuge 12 min 3 12000 tours pour eviter les 
agglutinines. 

15 Dans un premier temps, le taux s£rique en anticorps n'etant pas connu, une 

gamme de dilution aleatoire est realisee. Pour 10 6 parasites, il faut mettre en 
contact 20pl de serum : 

• 1 er essai s§rum pur : 5.10 6 parasites (r6partis en RPMI et MAA) 
20 soit (5. 1 0 6 X 20)/1 0 6 = 1 00 pi de sSrum pur. 

• 2 6me essai dilution au 14 : 50 pi de serum pur + 50 pi de Tampon PBS 
sterile. 

• 3 6me essai dilution au V* : 25 pi de serum pur + 75 pi de PBS sterile. 

• 4 6me essai dilution au 1/8 : 12,5 pi de s6rum pur + 87,5 pi de PBS 

25 sterile 

c. Contact Promastigotes -Anticorps : 

Les contacts sont realises dans des tubes a eppendorff de 1,5 ml ou 5.10 6 
30 parasites sont traites par 100 pi de serum pendant 30 min sur la glace (temps 
minimum necessaire a un promastigote pour infecter un macrophage). L'exces 
d'anticorps est ensuite lave deux fois par 1 ml de PBS et par une centrifugation a 
5000 tours de 10 min et cela a 2 reprises. 



35 
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d. Analyses : 

Un aliquot de 10jj1 de chaque essai est alors pris juste apres contact pour 
reaiiser un test de viabilite au bleu Trypan® et une numeration en cellule de 
5 Thomas, I'excedent servant a la mise en culture a partir de laquelle un comptage est 
realise quotidiennement. 

• Proliferation des promastigotes (milieu RPMl 20%) 

10 Un comptage en cellule de Thomas & partir de chaque essai est realise 

quotidiennement pour suivre la cinetique de multiplication. 



A partir d'un aliquot de chaque essai de culture, un frottis parasitaire fixe au 
methanol puis colore au May-Grunvald-Giemsa est realise quotidiennement od le 
15 pourcentage de forme promastigotes, spheromastigotes et amastigotes est 
determine par le comptage de 100 parasites. 

• Proliferation des amastigotes (milieu MAA 20) 
A partir d'un second aliquot de chaque essai de culture, une numeration en 
20 cellule de Thomas est effectuee afin de suivre la cinetique de multiplication. 

Les calculs d'inhibition de croissance sont realises sur le modele suivant : . 
Le nombre de parasites traites avec le s6rum sain (= Ns) 100% de 
croissance 

25 Le nombre de parasites traites avec le serum immunise (=Ni) -» x% de 

croissance 

% inhibition = 100 - (Ni x 100)/Ns 



e. Etudes des anticorps : 

30 

Les anticorps totaux IgG des chiens antiLeishmania sont detectes par 
immunofluorescence classique utilisant des lames coatees par des promastigotes 
(methode de reference serologique pour la leishmaniose canine). 



35 



La detection des lgG2 specifiques des ESP s'effectue par ELISA selon la 
technique de microtitration de Kweider et al (J.immunol, 1987, 138 :299) en utilisant 
les ESP comme antigenes et un conjugue anti lgG2. 
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f. Analyses effectuees chez les chiens immunises avec les ESP : 

5 Une etude complete d'inhibition de la proliferation des amastigotes et des 

promastigotes est effectu6e sur 2 chiens : 

Chienne MINON : Braque de Weymar femeile de 4 ans, vaccinee avec ESP 
Chienne MUMA : Epagneul Breton, femeile de 7 ans, controle placebo 

10 

Un test de viabilite des promastigotes est effectu6 sur 6 autres chiens en 
etude experimental et 4 chiens en 6tude terrain (essai du complexe vaccinal ES en 
zone endemique) comparativement a 2 chiens temoins. 

15 g. Etude des anticorps chez des chiens leishmaniens traites par 

chimiotheraoie : 

Pour la 3 6me experience, des serums de 5 chiens atteints de leishmaniose 
viscerale et traites par du glucantime pendant 1 a 2 mois, provenant du Dr B ont ete 
20 analyses. 

h. Etudes des anticoros chez des chiens leishmaniens traites par 
immunotherapie avec les ESP : 

25 Trois chiens leishmaniens ont ete traites par injection sous-cutanee d'ESP (3 

injections de 50 pg, chaque injection etant separee de deux semaines). 

Les anticorps totaux IgG des chiens anti Leishmania sont detectes par 
30 immunofluorescence et la detection des anticorps lgG2 specifiques des ESP 
s'effectue par ELISA comme precedemment decrit (cf : e : etude des anticorps) 
mais en utilisant comme antigene la proteine recombinante codant pour la partie 
carboxyterminale des PSA. 
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RESULTATS : 

1. Etude sur la proliferation des promastigotes de L infantum : 

5 • L'etude suivante est realisee sur des parasites mis en contact avec un 

s§rum de chien sain ou immunise 4 fois avec des produits d'excr^tion-secretion de 
promastigotes (ESP) et avant challenge. 

Determinee par un test au bleu Trypan®, la viability des promastigotes etait 
10 de 100% avant contact avec le serum. Apr&s 30 min de contact, la viabilite avec le 
serum sain 6tait toujours de 100% a toutes les dilutions alors qu'avec le s6rum 
immunise aux ESP elle n'6tait plus que de 50% avec le s§rum pur, 73% avec le 
serum dilue au 92% et 94% avec respectivement le s§rum dilue au Va et 1/8 (voir 
figure 4 : Cinetiques de proliferation des promastigotes apr&s 30 minutes de contact 
15 avec differentes dilutions de serums (Pur (A) ; 14 (B) ; Va (C) ; 1/8 (D)) de chien sain 
(S) Muma et immunise avec des ESP (I) Minon). 

Le tableau ci-apres decrit revolution du pourcentage d'inhibition de la 
croissance des promastigotes apr6s contact de 30 minutes avec serum de chien 
immunise (ESP) par rapport au serum de chien sain. 

20 

Pourcentage 1 er jour 2 6me jour 3 6me jour 4 6me jour Moyenne 
d'inhibition 



I pur / S pur 


93% 


92% 


98% 


73% 


89% 




94% 


94% 


84% 


90% 


90% 


WaISVa 


79% 


60% 


45% 


0% 


46% 


I 1/8 IS 1/8 


ND 


81% 


90% 


81% 


84% 



• Interpretation : 

L'inhibition de la croissance avec le serum anti-ESP (chien MINON) par 
25 rapport au serum sain approche les 90% quelle que soit la dose (mise a part pour la 
dilution au %, erreurs de manipulations ?). II apparait que la valeur seuil d'activite de 
ce serum n'est pas atteint avec cette gamme de dilutions, du moins I'effet 
cytotoxique est puissant et la croissance des promastigotes est fortement ralentie a 
toutes les dilutions de s6rums. 

30 
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Etude sur la proliferation des amastigotes de Linfantum 
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• Uetude suivante est realisee sur les cultures en MAA.20 pour 
differenciation en amastigotes, de promastigotes traites avec un serum d'avant 
challenge de chien sain ou immunise 4 fois avec des ESP (voir figure 5 : Cin6tiques 
de proliferation des amastigotes apres 30 minutes de contact avec differentes 
5 dilutions de scrums (Pur (A) ; 1 /£ (B) ; Vk (C) ; 1/8 (D)) de chien sain (S) Muma et de 
chien immunise avec des ESP (I) Minon). 

Le tableau ci-apr6s indique les pourcentages d'inhibition de la multiplication 
des amastigotes apres 30 minutes de contact avec serum de chien immunise (ESP) 
10 par rapport au s6rum de chien sain : 



% inhibition 


1 er jour 


2 dme jour 


3 6me Jour 


Moyenne 


Ip/Sp 


66% 


68% 


61% 


65% 


1 !4/S% 


47% 


60% 


42% 


51% 


I %/S% 


24% 


47% 


47% 


39% 


I 1/8/ S 1/8 


15% 


18% 


24% 


19% 



• Interpretations : 

15 Une inhibition de la croissance est constatee sur la cinetique de croissance 

des amastigotes lorsque avant differenciation les promastigotes ont ete mis en 
contact avec un serum anti-ESP. La croissance des amastigotes se trouve alors 
ralentie et cela de fagon proportionnelle a la concentration de serum. Plus le s6rum 
du chien immunise aux ESP est concentr§, plus la multiplication des amastigotes se 

20 trouve inhibee. II y a done un effet de dose dependance. 

3. RSsultats obtenus sur d'autres chiens : chiens immunises par ESP et 
proteges contre infection expGrimentale et infection naturelle. 

25 La moyenne de viabilite des promastigotes apres contact avec du serum de 

chien immunise par le complexe vaccinal ESP est de 16,8% (5 chiens vaccines) et 
de 72,9% (5 chiens plabebo) pour du serum de chiens non immunises. Aussi, des 
anticorps de chien immunise non relies au complement sont cytotoxiques pour les 
promastigotes. 

30 



WO 2004/011500 




PCT/FR2003/002358 



Le tableau ci-apres indique les pourcentages de viabilite des promastigotes 
aprSs contact, avec des serums de chiens immunises et non immunises avec les 
ESP. 



Chiens 
analyses 


T1* 
(Control) 


T2* 
(Control) 


Etudes experimentales (infection experimentale) 


E 


O 


G 


K 


7 


16 


Placebo 


Placebo 


Vaccin 


Vaccin 


Vaccin 


Placebo 


Pourcentage 
de viabilite 


100% 


100% 


85.7°/ 


61.9% 


22.4% 


10.1°/ 


12.8% 


76.2% 



Chiens 
analyses 


T1* 
(Control 


T2* 
(Control) 


Etudes sur le terrain (infection naturelle) 


HC046 


HC 051 


LB 120 


RR 019 


Placebo 


Vaccin 


Placebo 


Vaccin 


Pourcentage 
de viabilite 


100% 


100% 


66.7% 


15.7% 


73.8% 


22.9% 



• Chiens T1 et T2 : chiens sains non immunises et n'ayant pas regu de 
10 placebo. 

4. Correlation entre la production d'lgG 2 anti ESP et I'effet des serums sur 
la viabilite des promastigotes 

15 Selon le tableau ci-dessous (Correlation lgG2 anti ESP/inhibition proliferation 

des promastigotes), la baisse du pourcentage de viabilite des promastigotes 
correspond a la presence d'lgG2 specifiques du complexe vaccinal ESP. 



Chiens 
experimentalement 
infectes 


MINON 


MUM A 


E 


O 


G 


K 


7 


16 


IgG totales 
Par IF* 


















lgG2 
specifiques des 
ESP** par 


0.391 


0.108 


0.065 


I 0.104 


0.299 


0.299 


0.310 


0.056 
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ELISA 


















Pourcentage 
de viability 


50% 


100% 


85.7% 


61.9% 


22.4% 


10.1% 


12.8% 


76.2% 



Chiens 
naturellement 
infectes 


HC046 


HC 051 


LB 120 


RR 019 


IgG totales 
par IF* 










lgG2 specifiques de 
ESP** 
par ELISA 


0.054 


0.321 


0.065 


0.386 


Pourcentage de 
viabilite 


66.7% 


15.7% 


73.8% 


22.9% 



5 * IF : Immunofluorescence : negative : taux <> 1/100 

** lgG 2 : DO a 492 nm : les chiffres en gras correspondent a des resultats 

positifs 

10 5. Etude des IgG 2 chez des chiens leishmaniens traites par 

chimiotherapie : 

Les 5 chiens leishmaniens presentaient au debut du traitement un taux eleve 
en IgG totale 1/200), ce taux restart fixe ou descendait a 1/50 4 mois apres le 
15 debut du traitement pour 4 chiens. 

Le cinquieme est decede 2 mois apres le traitement, il presentait une 
augmentation en IgG totales (1/200 au 1/800) et etait negatif en lgG 2 diriges contre 
la partie carboxyterminale des PSA. 

20 

Par contre, les 4 autres chiens guerissent et presentent des lgG 2 contre la 
partie carboxyterminale des PSA. 
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6. Etude des lgG 2 chez des chiens leishmaniens traites par immunoth&rapie 
avecles ESP: 

Les trois chiens presentent en debut de traitement un taux tres eleve en IgG 
5 totales. Ce taux diminue 3 mois apres le traitement. En paraltele de cette baisse d'lgG 
totales, les signes cliniques s'estompent et des lgG2 specifiques du produit injecte 
apparaissent (voir tableau ci-dessous) : 



Chiens leishmaniens 


LAFAYETTE 


JERRY 


RODEO 


IgG totales 
par IP 


Avant 
traitement 


1/800 


1/3200 


1/800 


Apres 
traitement 


1/200 


1/400 


1/100 


IgG specifique 
des ESP par 
ELISA** 


Avant 
traitement 


0,052 


0,060 


0,059 


Apres 
traitement 


0,361 


0,327 


0,359 



io * IF : Immunofluorescence : negative taux £ 1/100 

** IgG 2 : DO a 492 nm, les caracteres soulignes correspondent £ des 
resultats positifs. 



15 

II apparaTt done que la capacite a produire des anticorps lgG 2 contre cet 
Epitope specifique des PSA accompagne revolution vers la guerison des chiens. Ce 
sont done bien les lgG 2 qui sont responsables de la lyse des amastigotes et 
promastigotes de Leishmania sp in vitro et de la neutralisation de leur proliferation. 

20 

L'analyse de serums de 3 chiens leishmaniens traites par le complexe 
vaccinal ESP donne exactement le meme type de resultat, e'est a dire une 
apparition d'lgGz specifiques (de la partie carboxyterminale des PSA des ESP) 
correlant avec une activite du s6rum neutralisant la proliferation des promastigotes 
25 de Leishmania infantum « in vitro » et une immunite £ mediation cellulaire de type 
Thl 
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^*ss igv3 2 , cnez le cnien, ou autres isotypes particuliers chez les autres 
mammiferes relies a une immunite cellulaire de type Th1, sont detectables par 
diverses methodes in vitro, par exemple : ELISA, DOT BLOT, WESTERN BLOT, 
IMMUNOCHROMATOGRAPHIE, IMMUNO NEPHELOMETRIE, RIA, IMMUNO 
5 PRECIPITATION, ELECTRO SYNERESE et tout autre methode in vitro faisant 
intervenir un systeme de conjugue ou autres systemes de visualisation de la 
reaction Ag-Ac. Ainsi, les immunoglobulines selon I'invention peuvent etre utilisees 
pour un produit de diagnostic permettant de detecter un ou des epitopes portes par 
les extremites NH 2 et COOH terminates de la Protein Surface Antigen excretee 

10 secretee par Leishmania sp. II peut par exemple §tre utilise un systeme ELISA sur 
support plastic et un systeme WESTERN BLOT sur membranes de nitrocellulose ou 
autres polymeres faisant intervenir un conjugue enzymatique. Des supports de latex 
peuvent egalement etre utilises. Des radio-isotopes, des molecules fluorescentes, 
des molecules luminescentes ou des particules de couleur peuvent etre couples a 

15 ces divers antigenes pour etre utilises comme conjugues. Des colloides metalliques 
peuvent egalement etre utilises. Par ailleurs, les antigenes d'excretion secretion 
d'amastigotes ou de promastigotes de Leishmania sp et plus particulierement la 
partie carboxyterminale de la Protein Surface Antigen sous forme purifiee ou 
proteine recombinante sont couples a des grosses molecules de biotine, avidine, 

20 streptavidine ou tout autre proteine pour les rendre plus accessibles. 



Ainsi, les anticorps d'isotype lgG2 et des sous classes correspondantes 
selon I'invention peuvent etre utilises chez les mammiferes comme marqueurs d'un 
etat immunitaire de type a mediation cellulaire dependante de lymphocytes T et 
preferentiellement de lymphocytes T de type Th1, comme marqueurs de la 
resistance a la leishmaniose et aux infections a micro-organismes pathogenes 
intracellulaires chez les mammiferes, comme marqueurs de la vaccination 
immunoprophylactique et immunotherapeutique pour les infections a micro- 
organismes pathogenes intracellulaires, et comme effecteurs d'immunotherapie 
pour les leishmanioses et les infections a micro-organismes pathogenes 
intracellulaires. 
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REVENDICATIONS 



1. Immunoglobulines caracterisees en ce qu'elles sont des immunoglobulines de 
classes lgG 2 et des sous-classes correspondantes, specifiques des antigenes 

5 d'excrfetion secretion de promastigotes ou d'amastigotes de Leishmania sp, 
capables de lyser les amastigotes et promastigotes de Leishmania sp in vitro et 
neutraliser leur proliferation. 

2. Immunoglobulines selon la revendication 1 caracterisees en ce qu'elles sont 
10 specifiques de I'immunogene majeur, excrete secrete par des promastigotes ou 

des amastigotes de Leishmania sp, appartenant a la famille des Protein Surface 
Antigen et correspondant d un intervalle de masse molfeculaire de 52 a 58 Kda. 

3. Immunoglobulines selon la revendication 2 caracterisees en ce qu'elles sont 
15 specifiques de la partie carboxyterminale de I'immunogene majeur excrete 

secrete. 

4. Immunoglobulines selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 
caracterisees en ce qu'elles sont d'isotypes lgG 2 chez le chien et d'isotypes 

20 particuliers chez les autres mammiferes, isotypes relies a une immunite a 
mediation cellulaire d6pendante des lymphocytes T de type Th1. 

5. Utilisation des immunoglobulines selon Tune quelconque des revendications 1 a 
4 comme marqueur d'une immunite a mediation cellulaire permettant 

25 notamment la mise en evidence d'une immunite a mediation cellulaire 
dependante de lymphocytes T et preferentiellement de lymphocytes T de type 
Th1 chez les mammiferes. 

6. Utilisation des immunoglobulines selon Tune quelconque des revendications 1 a 
30 4 comme marqueurs de la resistance a la leishmaniose et aux infections a 

micro-organismes pathogenes intracellulaires chez les mammiferes. 

7. Utilisation des immunoglobulines selon Tune quelconque des revendications 1 a 
4 comme marqueurs de la vaccination immunoprophylactique et 

35 immunotherapeutique chez les mammiferes pour les leishmanioses et les 
infections a micro-organismes pathogenes intracellulaires. 
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8. Immuglobulines selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 comme 
effecteurs d'immunoth§rapie dans le cadre des leishmanioses et des infections 
a micro-organismes pathogenes intracellulaires chez les mammiferes. 

5 

9. Utilisation des immunoglobulines selon les revendications 1 £ 4 pour un produit 
de diagnostic in vitro d§tectant un ou des epitopes port6s par les extremites NH 2 
et COOH terminales de la Protein Surface Antigen excretee secretee par 
Leishmania sp. 
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